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Resumen

Cada afio se producen millones de litros de leche bovina que son consumidos ya
sea como producto final 0 como materia prima para productos procesados, de los
cuales el destino de la leche fluida en México se distribuye de la siguiente forma:
30.9% para la elaboracion de leche pasteurizada, homogeneizada Yy
ultrapasteurizada; 17.6% para leche entera y leche para lactantes; 15.7% para
quesos industriales; 9 % para yogurt natural o con frutas; 6 % para la rehidratacién
de leche; 4% para crema, mantequilla, margarinas y grasas butiricas; y se destina
cerca de un 17% para otros productos entre los que destacan quesos artesanales,
dulces, y otros productos lacteos de caracter regional (SAGARPA,2010).

PRINCIPAL USO INDUSTRIAL DE LA LECHE FLUIDA
EN MEXICO

Leche en polvo
Pasteurizada y 17.6%

Ultrapasteurizada Otros productos
16.9%

Crema, mantequilla,
margarina y grasa
butirt

irica 15.7%
3.9%

Rehidratada
61%

Fuente: CGG /SIAP- SAGARPA.
Dichos productos deben cumplir con ciertos pardmetros microbiolégicos para
garantizar su inocuidad y para evitar el deterioro de los mismos; por ello es muy
importante contar con metodologia confiable para llevar a cabo los andlisis que
permitan comprobar la calidad microbiolégica de los productos alimenticios.
Aunado a ello, la creciente demanda y competencia en el mercado requiere que
los métodos de andlisis microbiol6gico sean confiables, al menos tan confiables
como los métodos tradicionales y que ademas faciliten el trabajo colateral que
implican los analisis, como la preparacion de medios de cultivo, eliminacion de

medios usados y la confirmacion de resultados, entre otros.



Por ello es que se han desarrollado métodos alternativos que en uno o varios
modos, faciliten el trabajo del analista microbiolégico en la empresa alimentaria.
Uno de los métodos alternativos, propuesto para su uso en la industria son las
placas Petrifim™ producidas por 3M, que vienen listas para usarse, no requieren
preparativos y facilitan la interpretacion y la estandarizacion. Sin embargo, es
necesario validarlas para las matrices particulares frente a métodos de referencia,
ya que la matriz alimentaria puede influir significativamente en los resultados.

El objetivo del presente trabajo fue validar las placas ya mencionadas para la
deteccidn de los principales indicadores; mesofilos aerobios, coliformes totales y
hongos y levaduras, frente a los métodos tradicionales descritos en las NOM's,
en matrices lacteas producidas en México: queso panela, queso Oaxaca, crema
acida y arroz con leche, todos marca Lala.

Para ello se hicieron las determinaciones en cuestion por ambos métodos, en
muestras comerciales y en muestras inoculadas con poblaciones microbianas
conocidas; estos datos se analizaron estadisticamente mediante la prueba t-

Student, para determinar si hay diferencia significativa entre ambos métodos.

Finalmente se encontré6 que existe una mejor recuperaciéon con el método
Petrifiim™ para meséfilos aerobios en crema acida y para hongos y levaduras en
los cuatro productos (queso Panela, queso Oaxaca, crema acida y arroz con

leche).

ii
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1. Introduccion

Los productos lacteos forman parte importante de la alimentacion de las personas
de todas las edades, porque aportan nutrientes importantes para el organismo, en
especial proteina de origen animal y excelente valor biolégico (caseina), calcio,
vitaminas A, B, D y E y en algunas ocasiones, otros nutrientes o componentes
funcionales, como los probi6ticos. Ademas, los lacteos forman parte de otros
platilos o acompafian a otros alimentos confiriéndoles un mejor sabor y

finalmente, porque satisfacen nuestros antojos.

Por todo ello, los lacteos son productos de alto consumo y, en general, son
perecederos, o que hace que las industrias que los producen tengan que realizar
un gran numero de analisis a lo largo de su produccion y que se necesiten
resultados de facil interpretacidon y confiables para asegurar la inocuidad y calidad,
establecer la vida de anaquel, prevenir su deterioro y verificar que los productos

cumplan con la normatividad aplicable.

Entre los andlisis que la industria lactea tiene que llevar a cabo, algunos de los
mas laboriosos son los microbiol6gicos. Por eso han surgido algunos métodos que
facilitan el trabajo, la interpretaciébn y la estandarizacion de los analisis
microbioldgicos; entre ellos destacan las placas 3M™ Petrifilm™, que cuentan con
aprobaciones de organismos internacionales, como AOAC, AFNOR vy
COFOCALEC (3M México, 2006). Sin embargo, es muy importante validar
cualquier método nuevo cuando se aplica a productos diferentes, especialmente
en el caso de alimentos, que son matrices tan complejas y con alta probabilidad

de interaccion durante el andlisis (Barembuem, 2003).

Este trabajo consiste en la validacién de placas 3M™ Petrifilm™ para la deteccion
de microorganismos indicadores: mesofilos aerobios, coliformes totales y hongos y
levaduras, en matrices de lacteos procesados industrialmente y que son

ampliamente consumidos en México: queso Oaxaca, queso Panela, crema acida
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y arroz con leche. Se inicia por explicar qué es validacion, qué pasos son
necesarios para realizarla y qué aspectos se tienen que considerar para
establecer si este método puede aplicarse de manera confiable en la industria
mexicana, sin diferencias significativas respecto a los métodos oficiales para
dichas determinaciones.
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2. Marco teorico

2.1 Validacién en métodos microbioldgicos

El analisis microbiolégico de los alimentos es un requisito indispensable para
garantizar la inocuidad en la cadena alimentaria, es por ello que existen métodos
estandarizados que son considerados como métodos analiticos de referencia para
el analisis de alimentos (Jasson, 2010).

Hoy en dia se cuenta con varios métodos alternativos o métodos rapidos,
desarrollados para facilitar los analisis, realizarlos y/o interpretarlos con mayor
facilidad y confiabilidad en los resultados. Estos métodos, en general tratan de
superar alguna o varias de las dificultades de los métodos tradicionales: trabajo
previo, tiempo de obtencion de resultados, estandarizacion, dificultades en la
interpretacion, principalmente (Ortega, 2010).

Un método rapido se puede definir como cualquier método o sistema que reduce
el tiempo necesario para obtener un resultado de la prueba microbiolégica. La
palabra rapido puede ser interpretada como un menor tiempo de deteccion, pero
también puede referirse a un mayor flujo en el manejo de multiples muestras; sin
embargo su interpretacion depende de las necesidades del laboratorio (Jasson,
2010).

Para que estos métodos puedan ser usados de manera confiable es necesario
demostrar su fiabilidad y la equivalencia en relacion con los métodos tradicionales

existentes, llevando a cabo una validacion.

Se entiende por validacion al proceso mediante el cual se puede demostrar que
los resultados producidos por un procedimiento analitico son fiables y
reproducibles, y que se ajustan al propadsito para el que fue desarrollado (Kellner,
1998).
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La validacion tiene diferentes requisitos, segun el tipo de método analitico a que

se aplique.

Los métodos cualitativos son métodos de andlisis cuya respuesta es la presencia
0 ausencia del analito en cierta cantidad de muestra. Para validarlos, es
importante determinar su repetibilidad, reproducibilidad, especificidad, sensibilidad
y limites de deteccion (NordVal, 2009; Jasson, 2010; Ortega, 2010).

Los métodos cuantitativos: son métodos de analisis cuya respuesta es la cantidad
de analito medido en determinada cantidad de muestra. En la validacion de éstos,
es importante tomar en cuenta exactitud, sensibilidad, especificidad, repetibilidad,

reproducibilidad y limite de cuantificacién (NordVal, 2009).

Tabla 1. Aspectos generales a considerar en una validacion

Método
Cualitativo Cuantitativo
Limite de deteccién Limite de cuantificacién
Sensibilidad Sensibilidad
Aspectos a Especificidad Especificidad
considerar Repetibilidad Repetibilidad
Reproducibilidad Reproducibilidad
Exactitud

Fuente: Cuesta, A., 2010.

En términos generales, la validacion se puede llevar a cabo en dos formas,

independientemente del tipo de método; y son las siguientes:

a) “Validacion en un laboratorio” (Single laboratory validation 6 In-house
validation). Consiste en la comparacion del método alternativo contra el
método de referencia. Este tipo de validacion tiene como objetivo principal
reunir toda la informacion posible respecto al nuevo método: objeto de
estudio, la enumeracion del microorganismo objetivo, rangos de

concentraciones en los que se obtienen los resultados satisfactorios, la
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selectividad, especificidad e incertidumbre. Ademés se pueden analizar los
requerimientos del método, como tiempo, temperatura de incubacion,
condiciones de almacenamiento, entre otros (Alvarez, 2009;NordVal, 2009;
Ortega, 2010).

b) “Validacion colaborativa® (Collaborative Study) que, como su nombre lo
indica, consiste en un estudio colaborativo entre varios laboratorios, cuyo
proposito es proveer un estimado real de los atributos esperados, cuando
el método sea utilizado en la practica diaria, y establecer si el nuevo
método satisface realmente las necesidades del sector o la comunidad en
donde funcionan los laboratorios (Alvarez, 2009; Jasson, 2010; Ortega,
2010).

En general, los organismos internacionales que tienen funciones de
estandarizacion, normatividad, coordinacién y actualizacion sectorial, son muy
activos en la validacion de nuevas metodologias. En el campo de los alimentos,
destacan AOAC Intenational (Association of Official Analytical Chemists
International), NordVal (part of the Nordic Committee on Food Analysis, Norway),
MicroVal (European Validation and Certification Organization, Europe). En México
destaca COFOCALEC (Consejo para el fomento de la calidad de la leche y sus

derivados), en el campo de los productos lacteos.

En el presente trabajo se validaran las Placas 3M™ Petriflm™, en matrices
lacteas, frente a los métodos tradicionales, descritos en las NOM'’s, para la

deteccion de los principales grupos de microorganismos indicadores.
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2.2 Productos lacteos

Se define como productos lacteos a aquellos alimentos obtenidos a partir de la
leche; pueden contener aditivos alimentarios, coadyuvantes de elaboracion u
otros ingredientes funcionalmente necesarios para el proceso de fabricacion (FAO,
1999). Al ser elaborados a partir de la leche, como ingrediente principal,
constituyen productos sumamente nutritivos, que por lo tanto estdn expuestos a
deterioro microbiano y que pueden ser vehiculo de microorganismos patégenos,
principalmente causantes de ETA’s (enfermedades transmitidas por alimentos).
Desde luego, en el caso de cada producto es necesario identificar los puntos en
los cuales se pueden eliminar los riesgos para el consumidor (Stabel, 2003, Goff,
2006).

Desde la obtencidon de la materia prima, es muy importante tomar en cuenta la
higiene y sanitizacion de los ordefiadores, baldes y demas componentes del
sistema, ya que éstos son los principales factores responsables del aumento de la
carga microbiana en la leche durante la ordefia (Ruegg, 2003; De los Reyes,
2010).

En condiciones ideales de ordefia higiénica, el recuento total bacteriano inicial de
la leche cruda se encuentra en torno de 1000 a 9000 UFC/ mL (De los Reyes,
2010). Después de la ordefia, los principales factores responsables del aumento
en la poblacion microbiana incluyen la temperatura de almacenamiento del
producto y el tiempo transcurrido hasta su proceso industrial; especialmente en la
industria lactea hay que recordar siempre que la leche es un alimento altamente
nutritivo, ideal para el crecimiento de microorganismos, incluyendo los patégenos
que pueden provenir de la leche, de los operadores e incluso del ambiente
(Ruegg, 2003).

La pasteurizacion es un método de tratamiento térmico moderado (63°C / no
menos de 30 min 6 bien a 72°C / no menos de 16 s) (NOM -091-SSA1-1994; Goff,
2011). Es eficaz para reducir varios ciclos logaritmicos de los microorganismos

patdgenos que pueden estar en la leche, gracias a lo cual se puede garantizar la
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inocuidad de los productos lacteos. El tratamiento, ademas destruye gran parte de
la microbiota nativa con lo cual prolonga la vida de anaquel del producto (Stabel,
2002; Ruegg, 2003). Las legislaciones de la mayor parte de los paises exigen
actualmente que la leche sea pasteurizada y también aplican esta especificacion a
la mayoria de los lacteos, con excepcién de algunos en los cuales se ha
demostrado que el resto del proceso a que se someten, contribuye a su inocuidad
(Stabel, 2003).

Pero también se han presentado casos de brotes de enfermedades derivadas de
productos lacteos en los que se ha utilizado leche pasteurizada. En la mayoria de
los casos, al establecer las causas de esto, se ha encontrado que se deben
principalmete a fallas durante el proceso de pasteurizacion o a contaminacion
después de la pasteurizacion, es decir, post-proceso (Stabel, 2002; Ruegg, 2003;
Goff y Griffiths, 2006), lo que incluye inadecuada manipulacion del producto, falta
de higiene y sanitizacién del equipo y utensilios a utilizar para su elaboracion o
higiene deficiente en el personal de produccion, entre otros. Por todo ello, es
necesario llevar a cabo andlisis en los alimentos, unos de ellos son los analisis

microbiolégicos (Ray y Bhunia, 2010).

El analisis microbiologico de los productos lacteos es una herramienta importante
en la industria alimentaria ya que la determinacién cualitativa y sobre todo,
cuantitativa de microorganismos en este tipo de alimentos procesados, se
relaciona con los atributos generales de la calidad de ese alimento, con el
tratamiento al que ha sido sometido y su eficiencia, ademas de proporcionar una
idea clara de las condiciones en que ha sido manipulado, de su estado de
conservacion y de otras circunstancias importantes para su inocuidad, calidad y
estabilidad (Jay, 1992; Alonso y Poveda, 2008).
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Dentro de los principales objetivos de los andlisis microbiolégicos estan (Alonso y
Poveda, 2008):

v' Asegurar que el alimento cumpla con las normas requeridas para el
producto especifico.

v Verificar que los analisis microbiolégicos se ajusten a normas internas
establecidas por la empresa que los procesa y a las que exija el
consumidor.

v' Comprobar que las materias alimenticias que llegan a la planta para ser
procesadas, cumplen con las normas exigidas y pactadas con el productor.

v Controlar el proceso y la higiene en la linea de fabricacion.

En nuestro pais se han desarrollaron Normas Oficiales Mexicanas (NOM) que son
de caracter obligatorio a nivel nacional. Estas contienen la informacion, requisitos,
especificaciones y metodologia que deben cumplir los productos o servicios a los

gue se refieren, para su comercializacion en el pais (PROFECO, 2011).

En las normas de alimentos generalmente hay especificaciones sanitarias que
incluyen algunos parametros microbioldgicos. Estos se establecen a partir de un
analisis de riesgos y pueden referirse a microorganismos “indicadores” o

directamente a patégenos.

2.3 Microorganismos indicadores

Cuando se trata de analizar y sobre todo, tener control de la poblacién microbiana,
la deteccién de microorganismos indicadores para evaluar la calidad sanitaria o
microbiolégica de un producto o ambiente, es un enfoque alternativo que resuelve
las principales dificultades de deteccién de patdgenos tales como el tiempo, el
costo y la confiabilidad, y con un buen margen de seguridad; ya que la
recuperacion de indicadores es mas eficiente y su presencia en circunstancias de

riesgo es mas constante (Sobsey, 2008).
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Como se ha mencionado, el empleo de microorganismos indicadores se basa en
que su enumeracion se realiza con mayor facilidad y en la certeza de que su
presencia en los alimentos (en determinado namero), indica que estos productos

estuvieron expuestos a condiciones que permitieron:

o Introduccion de organismos peligrosos
o multiplicacion de especies patdgenas
o fallas en los tratamientos de reduccion o eliminacion de

microorganismos.

Y en cualquiera de los casos, existen riesgos para el consumidor. (UP de Navarra,
2009).

La deteccion de indicadores es preferible al andlisis directo de patégenos porque
la frecuencia de estos ultimos puede ser menor 0 su determinacion incierta; por
ejemplo, algunas especies pueden ser fermentadoras lentas como es el de caso
de Yersinia sp. 0 cepas no fermentadoras como Salmonella sp. Detectar a los
indicadores permite un enfoque de prevencion de riesgos, puesto que advierten

manejo inadecuado y/o contaminacion.

Los principales microorganismos indicadores en alimentos son:
-Indicadores de condiciones de manejo o de eficiencia de proceso:
» Mesdfilos aerobios o cuenta total
» Cuenta de coliformes totales
» Cuenta de hongos y levaduras.
-Indicadores de contaminacién fecal
» Coliformes fecales
» E.coli
» Enterococos
» Clostridium perfringens
En la industria de alimentos, los mas importantes son los indicadores del primer
grupo, es decir los que advierten sobre condiciones de manejo y/o eficiencia de los

procesos.
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2.3.1 Mesofilos aerobios o cuenta total
Este es un grupo de microorganismos muy heterogéneo, pues incluye a todas las
bacterias que en aerobiosis pueden formar colonias visibles, bajo las condiciones
del ensayo, es decir a temperaturas de 35 — 37°C que son Optimas para los
mesofilos. Es evidente que varios de los microorganismos patdégenos caen en este
grupo. Por ello, detectar a los mesofilos aerobios nos puede dar idea de la
posibilidad que han tenido los microorganismos patdgenos para sobrevivir y/o
crecer en ese producto (Caballero, 2008).
La mayoria de los alimentos industrializados y/o listos para el consumo, deben ser
considerados como inaceptables, cuando tienen gran nimero de microorganismos
mesodfilos, aun cuando no hayan alterado de forma apreciable los caracteres
organolépticos del alimento.
Un recuento elevado, segun el tipo de alimento, podria indicar:
e Materia prima contaminada.
e Tratamientos no satisfactorios desde el punto de vista sanitario.
e Condiciones inadecuadas de tiempo y temperatura durante el
almacenamiento.
e Posibilidad de que existan patdgenos pues éstos son mesofilos y se dieron
condiciones favorables para su multiplicacién (Caballero, 2008).
Desde luego, los alimentos fermentados son una excepcién a esta regla puesto
que la mayoria de los microorganismos involucrados en la fermentacion también

pueden crecer en estas condiciones.

Para la deteccién de mesofilos aerobios, la “Norma Oficial Mexicana NOM-092-
SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en
placa”, establece el fundamento de la técnica, que consiste en contar las colonias,
gue se desarrollan en el medio de eleccibn después de un cierto tiempo y
temperatura de incubacion, suponiendo que cada colonia proviene de un

microorganismo de la muestra bajo estudio.

10



Validacion de Petrifilm™ en matrices licteas producidas en México. ltzumi S. Ramirez Lima

2.3.2 Cuenta de coliformes totales

Las bacterias del grupo coliforme se definen como: bacilos cortos, Gram
negativos, anaerobios facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa con
formacion de gas dentro de las 48 h a 35°C; algunas fermentan la lactosa
lentamente. Durante mucho tiempo se consideraron evidencia de contaminacion
fecal, pero se ha demostrado que muchos de ellos pueden vivir e incluso crecer
en el suelo, el agua y otros ambientes (Camacho et al., 2009).

Se consideran un excelente indicador de la eficiencia de los procesos de
sanitizacion y desinfeccion, asi como de calidad sanitaria de agua, vegetales y
diversos productos procesados. Ademas un numero elevado de coliformes puede
estar relacionado con posible presencia de algunos patdgenos.

Su determinacion se basa generalmente en la capacidad de fermentar la lactosa.
Para la deteccion de este se utiliza el método descrito en la “Norma Oficial
Mexicana NOM-113-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la cuenta de
microorganismos coliformes totales en placa”. Este método se fundamenta en
determinar el niumero de microorganismos coliformes presentes en la muestra,
utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis) en el que se desarrollan
bacterias a 35°C en 24 h, dando como resultado la produccion de gas y acidos

organicos, los cuales viran el indicador de pH y precipitan las sales biliares.

2.3.3 Cuenta de hongos y levaduras.

Este grupo posee caracteristicas muy diferentes a los dos grupos anteriores ya
que tienen un crecimiento muy lento ademas de que se manifiestan en donde las
condiciones no favorecen el crecimiento bacteriano como: baja humedad, baja
temperatura de almacenamiento, pH acido, alto contenido en sales o
carbohidratos. También son un indicador util para evidenciar grado general de
contaminacion en alimentos en los cuales no son utiles los mesofilos aerobios,
como en alimentos fermentados. Finalmente, indican el riesgo de desarrollo de
hongos toxigénicos en los alimentos en los que se encuentran (Camacho et al,
2009).

11
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Para la deteccion de este grupo, la “Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-
1994, bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en
alimentos” describe el método que se basa en inocular una cantidad conocida de
la muestra de prueba en un medio selectivo especifico, acidificado a un pH 3,5 e
incubado a una temperatura de 25 + 1°C, dando como resultado el crecimiento de

colonias caracteristicas para este tipo de microorganismos.

Método tradicional

Si bien los métodos descritos en las NOM referidas son los oficiales, llevarlos a
cabo resulta laborioso, debido a la preparacion del medio de cultivo ya que
requiere de muchos materiales, aparatos y tiempo porque hay que pesar, hidratar,
disolver y esterilizar los medios antes de usarlos. Ademas se requiere de un bafio
de agua de temperatura controlada y con circulacién para conservar el agar
fundido antes de verterlo en las cajas, y una vez vertido en las cajas Petri, se tiene
que homogeneizar cuidadosamente el medio de cultivo con el inGculo y esperar a
gue solidifique antes de llevar a incubacién (Torres, 1998). Todas estas

operaciones son fuente de variaciones y por lo tanto de error.

Por ello, se han desarrollado métodos microbiologicos alternativos de féacil
utilizaciébn que pueden resultar muy convenientes para la industria, sobre todo
cuando se realizan cientos o miles de analisis en un dia y cuando se aplican en
laboratorios diferentes, por ejemplo en las diferentes plantas de una misma

empresa.
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Para que estos métodos alternativos puedan ser utilizados deben de cumplir los
siguientes criterios:

e proporcionar resultados de manera rapida,

e ser adecuados para el andlisis de rutina,

e Ser precisos y exactos,

e ser técnicamente viables e

¢ internacionalmente aceptables (Jordano y Medina, 1999).

De acuerdo a lo anterior 3M ha desarrollado una linea de productos para este fin:
las Placas Petrifilm™ que permiten ahorrar tiempo y mejorar productividad (3M,
2006), ademéas de que han sido reconocidas por organizaciones internacionales
como la Association of Official Analytical Chemists International (AOAC) ), el
Consejo para el fomento de la Calidad de la Leche y sus Derivados
(COFOCALEC) que es una organizacién nacional, encargada de evaluar la calidad
de la leche y sus derivados en el pais, conforme a las Normas Mexicanas y
Normas Oficiales Mexicanas aplicables. Gracias a su aceptacion las placas 3M
han sido incluidas entre los métodos establecidos para el control microbiolégico de
lacteos en la “NMX-F-717-COFOCALEC-2006. Sistema Producto Leche-
Alimentos-Lacteos-Analisis Microbiolégicos de Leche y Derivados-Métodos de

Prueba Rapidos”.

2.4 Placas Petrifilm™

La empresa 3M ha desarrollado diversos productos alternativos para analisis
microbiolégicos, incluyendo una linea de placas “listas para usar”, cuidadosamente
estandarizadas y aplicable a Laboratorios Microbiolégicos e Industrias de

Alimentos que necesitan cubrir los riesgos de seguridad.

De manera general las placas Petriflm™ constan de dos filmes o laminas de

plastico. En ambos hay un medio de cultivo deshidratado, un indicador y un agente
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gelificante en frio y soluble en agua. El medio de cultivo puede ser selectivo o no
dependiendo del microorganismo en estudio y generalmente, de composicion
nutricia igual a la de los medios de cultivo empleados en los métodos oficiales.
(3M, 20086).

El film superior es de plastico y ademas contiene un adhesivo. El film inferior
consta de un papel cuadriculado que facilita el conteo de las colonias; ambos se
hidratan con el volumen de agua con el cual se aplica la muestra y se adhieren al
entrar en contacto, evitando la deshidratacion del medio durante la incubacion
(3M, 1999; Alonso y Poveda 2008).

Placas Petrifilm™

Las placas Petrifilm usadas para este trabajo son:
v Placas para recuento de Aerobios o Petrifim™ AC (Aerobic Count)
v Placas para recuento de Coliformes o Petrifilm™ CC (Coliform Count)
v' Placas para recuento de hongos y levaduras o Petrifim™ YM (Yeast and
Mold)

2.4.1 Placas pararecuento de Aerobios o Petrifilm™ AC
Son utilizadas para la enumeracion de bacterias aerdbicas en la industria de
alimentos y bebidas. Contiene medio de métodos estandar con indicador cloruro
de tetrafenil tetrazolio (TTC) que facilita el recuento de las colonias confiriéndoles

una coloracién roja intensa. (3M, 2006)
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2.4.2 Placas para recuento de Coliformes o Petrifiim™ CC

Contienen los nutrientes del Violeta Rojo Bilis (VRB) con el indicador cloruro de
tetrafenil tetrazolio (TTC) que facilita la cuenta de colonias, dandoles una
coloracién roja intensa. En estas placas, el film superior atrapa el gas producido
por los microorganismos, generando burbujas claramente perceptibles, para

diferenciar a los fermentadores de lactosa (3M, 2005).

2.4.3 Placas para recuento de hongos y levaduras o Petrifilm™ YM

Se utilizan en la enumeracién de la poblacion de mohos y levaduras en productos,
ambientes o superficies. Contiene nutrientes de “SABHI” (Dextrosa Sabouraud
mas infusion cerebro corazon) e incluye dos antibidticos: cloranfenicol y
clorotetraciclina para inhibir desarrollo bacteriano. Como indicador, estas placas
contienen BCIP. Esta placa, ademas de las condiciones selectivas, se fundamenta
en la deteccion de fosfatasa, que al hidrolizar el indicador, tifie las colonias de los
hongos y las levaduras (Torres, 1998; 3M, 2004).

Dada la complejidad de las matrices alimentarias, aiun con las ventajas y las
aprobaciones por los organismos internacionales que presenta el método a
validar, es importante verificar que dicho método genere resultados equivalentes o
mejores, comparados con el método de referencia, para matrices especificas. Ese

ha sido el propoésito de este trabajo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

= Validar las Placas Petrifim™ AC, Petrifiim™ CC y Petrifim™ YM para la
deteccidn de indicadores: mesofilos aerobios, coliformes totales y hongos y
levaduras respectivamente, en matrices lacteas producidas en México,

frente a los métodos descritos en las NOM’s para dichas determinaciones.

3.2 Objetivos particulares

* Reducir la carga de trabajo.
» Reducir la manipulacién de equipos.

» Reducir el tiempo en el procedimiento para la deteccion de este tipo de
indicadores microbiolégicos.
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4. Hipotesis

4.1 Hipo6tesis general

Si no existe diferencia estadisticamente significativa entre los métodos Petrifilm™

y los meétodos tradicionales para la determinacion de mesofilos aerobios,

coliformes totales y hongos y levaduras, cuando se aplican a matrices de

productos lacteos producidos en México, entonces éstas podran utilizarse de

manera confiable en la industria.

4.2 Hipotesis particulares

Si no existe diferencia estadisticamente significativa entre el método
Petriflm™AC y el método tradicional para la deteccion de meséfilos
aerobios entonces el método Petrifilm™AC podra usarse de manera
confiable en este tipo de indicadores microbiolégicos en las unidades de

prueba ensayada.

Si no existe diferencia estadisticamente significativa entre el método
Petriflm™CC y el método tradicional para coliformes totales entonces el
método Petrifilm™CC podra usarse de manera confiable para la deteccién
de este tipo de indicadores microbiol6gicos en las unidades de prueba

ensayada.

Si no existe diferencia estadisticamente significativa entre el método
Petrifilm™YM y el método tradicional para hongos y levaduras entonces el
método Petrifilm™YM podra usarse de manera confiable para la deteccion
de este tipo de indicadores microbioldgicos en las unidades de prueba

ensayada.
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5. Metodologia

Muestras.

Se utilizaron las siguientes matrices de lacteos producidos en México: crema
acida, queso panela, queso Oaxaca y el arroz con leche; fueron proporcionados
por la empresa LALA.

Todos los productos se guardaron en refrigeracion hasta utilizarlos para los
andlisis.

Primero se hicieron las determinaciones objeto de este estudio, en los productos

comerciales, para establecer sus caracteristicas, por ambos métodos.

5.1 Caracterizacién microbioldgica de productos comerciales

Se realizaron las determinaciones de mesdfilos aerobios, coliformes totales vy
mohos y levaduras en los productos: Queso panela, Queso Oaxaca, crema acida y
arroz con leche, marca LALA. Las determinaciones se hicieron simultdneamente
por Petriflm™ y por Método Tradicional, es decir el especificado en la NOM
respectiva (NOM-092-SSA1-1994, NOM-111-SSA1-1994 y NOM-113-SSA1-1994).
Dado que el método Petriflm™ es muy sensible al pH de la muestra, por el
indicador que contienen las placas, es importante ajustar a pH entre 6.5y 7.5 en
las diluciones antes de inocular. Lo primero que se hizo fue estandarizar el ajuste
de pH de las muestras; se probaron las siguientes opciones, para todas las
muestras:

e Diluir en solucion salina isotdnica al 0.85% (SSI 0.85%) y ajuste de
pH con NaOH 1N estéril; en este caso se establecidé la cantidad
necesaria midiendo con potenciometro, de manera que al hacer los
andlisis se agregaba esta cantidad y solo se verificaba con papel pH.

e Diluir directamente en buffer de fosfatos pH 7.3; aunque es mas
laborioso de preparar el buffer. Se recomienda cuando resulta dificil
ajustar el pH a la muestra por efecto amortiguador de la propia

matriz.

18



Validacion de Petrifilm™ en matrices licteas producidas en México. ltzumi S. Ramirez Lima

En ambos casos se midié el pH con un potenciometro marca Hanna instruments
HI98127, modelo pHep previamente calibrado con buffers de referencia marca
Merck pH 7.0 y pH 4.0. También se verificoO el pH de las siguientes diluciones
decimales.

Esta precaucion no es necesaria para la determinacién de hongos y levaduras, sin
embargo si este proceso ya ha sido realizado, igual se puede utilizar en la Placa
Petrifilm™ YM (3M, 2004)

El siguiente esquema resume la caracterizacion microbiologica de las muestras:

Caracterizacion del producto

10 g de muestra en frasco con 90 mL de diluyente*

«—— Agitar en vortex

4 N
Ajustar pH a 7 en condiciones asépticas,
excepto para hongos y levaduras

Diluciones seriadas a partir de la primera.

Transferir muestras de 1 mL por duplicado

p \

4 N
Poner en Petrifilm™ AC, CC Poner en caja Petri
yYM
\ J Mantener medios
fundidos
, N Verter medio y homogenizar
Sellar y esperar a que
solidifique

\ < Agregar o
sobrecapa ABRV Esperar a que solidifique
Incubar

Vv

Contar las colonias

* Diluyentes: buffer de fosfatos pH 7.3 para queso Panela, queso Oaxaca y crema &cida; SSI para
arroz con leche.
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Se determinaron mesofilos aerobios y coliformes totales a 37°C durante 48 h,
tanto en Petrifilm™ como por método tradicional, todo por duplicado.

Para hongos y levaduras se sembr6 también por ambos métodos y por duplicado;
las placas se contaron a los 3 dias para levaduras y a los 5 dias para hongos,
incubando a 28°C.

A través de estas determinaciones se obtuvo informacion sobre la carga
microbiana inicial y conformidad con las especificaciones microbiologicas
establecidas en las normas aplicables para cada producto, antes de comparar los

métodos de analisis.

5.2 Validacion de Petrifilm™

Ya caracterizado el producto, se procedié a hacer el andlisis con 30 muestras por
cada producto utilizando solamente la primera dilucién decimal e inoculando
intencionalmente cada producto, debido a que las cuentas de los microorganismos
bajo estudio en los productos comerciales son muy bajas. Todas las
determinaciones se llevaron a cabo por ambos métodos (tradicional y Petrifilm™) y
por duplicado cada muestra.

Posteriormente se hizo un analisis estadistico mediante t-Student, para determinar

si hay diferencias significativas entre ambos métodos.

Ademas para cada caso se corrieron

e Blancos: que contienen solamente a la matriz para determinar la carga
inicial del alimento.

e Controles: los cuales contienen Uunicamente SSI con la misma cantidad
de microorganismos de interés que se inocularon en la matriz para
descartar el efecto de la matriz sobre el in6culo, ademas de que esto
permite determinar la eficiencia de la recuperacion.

e Medio de cultivo sin muestra y sin inéculo para verificar esterilidad.
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5.3 Estandarizacion de los in6culos

Se utilizaron cultivos proporcionados por el Cepario de la Facultad de Quimica de
la UNAM. Para la determinacion de mesofilos aerobios, se emplearon Escherichia
coli ATCC-1122 y Staphylococcus aureus ATCC-6538. Se emple6 la misma cepa
de E. coli para la determinacion de coliformes.

Para determinar levaduras se utilizO Saccharomyces cerivesiae (CFQ-L-25) y para
hongos Penicillium sp (CFQ-H-75).

Para las bacterias, los calculos se hicieron para inocular entre 60 y 120 UFC/g.
Primero se cultivaron las cepas en caldo BHI por 24 h a 37 °C. Se realiz6 una
dilucion 1:5 de cada cepa en SSI en tubos de 75x100 mm con tapon de rosca,
mezclando con vortex y se estimd la poblacion mediante densidad Optica por
medio del Densimat de BioMerieux e interpolando a Unidades Formadoras de
Colonias/gramo (UFC/g) con ayuda de curvas de estandarizacion realizadas en un
proyecto colateral a éste (Marquez, 2011) (graficas 1 y 2). Una vez conocida la
poblacién se procedi6 a hacer diluciones decimales necesarias para cada
microorganismo en tubos de 16x150 con SSI y tapdn de rosca y se determiné el
volumen a utilizar para inocular de 60 a 120 ufc/mL de las bacterias. Esto se aplico
a la dilucién 10™ de cada matriz y a cada una de las 30 pruebas realizadas a la

misma.
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Grafica 1.Curva de Estandarizacién para E.coli
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Para estandarizar el cultivo de levadura, se cultivd en caldo Sabouraud por 48 h a
28°C y luego se midio la densidad 6ptica, de igual forma como se describié para
las bacterias. El in6culo en las muestras se calcul6é para tener alrededor de 25 a

30 UFC /mL.

Grafica 3. Curva de Estandarizaciéon para S.cerevisiae

UFC x10"/ mL

Densidad Optica Densimat

Finalmente, para estandarizar el indculo de Penicilium se cultivd en agar
Sabouraud durante 7 dias a 28°C, se cosecharon las esporas en SSl y se
contaron por método microscopico directo, en 50 uL de una dilucion conocida; se
contaron 10 campos y se aplicaron los calculos pertinentes, conociendo el
diametro del campo y el volumen de muestra (anexo Il ). Los calculos se hicieron

para tener de 25 a 30 esporas /mL de muestra.
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5.4 Determinacién de mesoéfilos aerobios y coliformes totales

Las diluciones decimales se realizaron en buffer de fosfatos pH 7.3 para crema
acida, queso Oaxaca y queso panela; para el arroz con leche se utilizd SSI.

La dilucién 10™ se inoculé con Staphylococcus aureus ATCC-6538 y Escherichia
coli ATCC-1122 cultivadas por separado en caldo BHI durante 24 horas a 37°C *
2°C, ambas cepas proporcionadas por el cepario de la Facultad de Quimica,
UNAM. Se calcul6 tener de 60 a 120 UFC/mL de dilucion.

Para la prueba de mesofilos aerobios en el método tradicional se colocé 1 mL de
alicuota en cajas Petri por duplicado, se agreg6 agar cuenta estandar fundido y
mantenido a 45°C y se homogenizé. Para las placas Petrifim™ AC también se
agregaron alicuotas de 1 mL, por duplicado y se sellaron con los difusores.

Para la determinacién de coliformes totales por el método tradicional se colocaron
alicuotas de 1 mL en cajas Petri, se agregd agar bilis rojo violeta fundido y
mantenido a 45°C, se homogeniz0, se dejo solidificar y se agregd una sobrecapa.
Para Petriflm™ CC se usaron alicuotas de 1 mL de inéculo y se sellaron con el
difusor. Todo fue realizado por duplicado. Las placas Petrifilm™ se guardaron en
sobres conteniendo como maximo 20 placas; las cajas Petri se apilaron invertidas
en pilas de 10. Todo se incub6 a 37°C = 2 °C por 48 h.
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Método para validacion de Petrifilm™ AC y Petrifilm™ CC

Dilucion de 10 g en 90 mL de buffer de fosfatos pH 7.3 0 SSI

Verificar pH que

esté entre 6.5 - 7.5

Estandarizacién de
Staphylococcu aureus

Inocular microorganismos

y E.coli,

<« Agitar frasco con vortex

Transferir alicuotas de 1 mL por duplicado

Poner en la placa Petrifilm ACy CC

Mantener fundidos

Poner en caja Petri

Verter medio y homogenizar

Sellar y esperar a que solidifique

Agregar sobrecapa
a ABRV

Esperar a que

solidifique el medio

Incubar a 37 °C para AC y CC durante 48 horas

\

Contar las colonias

25




Validacion de Petrifilm™ en matrices licteas producidas en México. ltzumi S. Ramirez Lima

5.5 Determinacién de hongos y levaduras

Las diluciones decimales se realizaron en buffer de fosfatos pH 7.3 estéril para
crema acida, queso Oaxaca y queso panela y en SSI estéril para el arroz con
leche.

La dilucion 10" se inoculd con Saccharomyces cerevisiae CFQ-L-25 y con
Penicilium sp. CFQ-H-75, ambas cepas proporcionadas por el Cepario de la
Facultad de Quimica, UNAM. Se cultivaron por separado como se ha descrito en

la estandarizacion del indculo, y se calculo tener de 25 a 30 ufc/mL de dilucion.

Para la prueba de hongos y levaduras en el método tradicional se coloc6 1 mL de
alicuota en cada caja Petri, por duplicado, agregando 20 mL de medio de cultivo
agar papa dextrosa fundido, mantenido a 45 °C y acidificado con &cido tartarico al
10%; se homogenizan las placas y se dejan solidificar. En las placas Petrifilm™
YM también se inocularon alicuotas de 1 mL, por duplicado y se sellan con el
difusor correspondiente.

Las placas Petriflm™ se guardaron en sobres conteniendo como méximo 20
placas; en cuanto a las cajas Petri se colocaron invertidas en pilas de maximo 10
cajas. Todo se incubd a 28°C + 2 °C; se observaron resultados a los 3 dias para
contar colonias de levaduras y durante otros dos dias (5 en total) para contar
hongos.
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Método para validacion de Petrifilm™ YM

Dilucion de 10 g en 90 mL SSI

Estandarizacién de

Inocular microorganismos

Saccharomyces y
Penicillium

Agitar frasco con vortex

Transferir alicuotas de 1 mL por duplicado

Poner en la placa Petrifilm™ YM

Mantener fundidos y
acidificar PDA

Sellar y esperar a que solidifique

Poner en caja Petri

Verter medio y homogenizar

Esperar a que
solidifique el medio

Incubar a 28°C: levaduras 3 dias y hongos 5 dias.

\

Contar las colonias
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6. Prueba de hipo6tesis estadistica

Cuando se esta validando un nuevo método contra un método tradicional ya
existente, es fundamental determinar si hay diferencias significativas entre los
métodos y —si las hay- cual es el método més eficiente.
Una herramienta importante que se encarga de esto, es el disefio de
experimentos, que permite obtener datos de manera planeada para probar
algunas de las afirmaciones de interés mediante el planteamiento de una hipotesis
estadistica.
Una hipétesis estadistica es una afirmacion sobre los valores de los parametros de
una poblacion o proceso, que es susceptible de probarse a partir de la informacion
contenida en una muestra representativa obtenida de la poblacién (Gutiérrez,
2004).
Un procedimiento que conduce a una decision sobre una hipétesis en particular
recibe el nombre de prueba de hipétesis, para ello existe la hipotesis nula (Ho) y la
hipotesis alternativa (Ha). El nombre de hipétesis nula se deriva del hecho de que
generalmente se plantea como una igualdad, lo cual facilita tener una distribucion
de probabilidad de referencia especifica, suponiendo que Hp es verdadera. La
estrategia a seguir para probar una hipétesis, es suponer que la hipotesis nula es
verdadera, que en caso de ser rechazada por la evidencia que aportan los datos,
se estard aceptando la hipotesis alternativa. Asi, en el caso de las proporciones, la
afirmacion que se desea probar se aceptard como cierta, solo en caso de rechazar
la hipotesis nula (Gutiérrez, 2004; Walpole,1992).
Existen dos tipos de pruebas de hipétesis

e De dos colas o bilateral: El investigador desea comprobar la hip6tesis de un

cambio en el parametro. El nivel de significancia se divide en dos y existen
dos regiones de rechazo (Geociencias U.N.A.M., 2011).

Ho: Parametro = x
Ha: Parametro # x
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De una cola o unilateral.
e El investigador desea comprobar la hipétesis de que el parametro sea
mayor o menor que el de la hipétesis nula (Geociencias, UNAM, 2011).
Ho: Parametro = x 0 Ho: Parametro = x
Ha: Parametro < x Ha: Parametro > x
Para tales efectos de esta investigacion y para poder plantear nuestra hipétesis
utilizamos una hipétesis para dos medias ya que se hara la comparacion de dos
tratamientos: el método tradicional y el método Petrifim™, usando muestras
pareadas en donde se quiere probar si el método Petrifiim™ es igual de eficiente
gue el método tradicional. Es decir, la hipétesis a probar es:
Ho: 1 = Ho
Hal M # Mo
Bajo el supuesto de que Hy es verdadera, el estadistico de prueba que se utiliza
para poder tomar una decision (si se acepta o se rechaza la hip6tesis nula) es por
medio de t de Student con n — 1 grados de libertad (n es el nUmero de muestras).
Se rechaza Hy si el valor absoluto del estadistico de prueba (|t-exp|) es mayor que
el valor critico de la distribucion (t-tablas) (Gutiérrez, 2004):
Se rechaza Ho si |t-exp| > t-tablas.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

7.1 Ajuste de pH en las muestras comerciales.

Es importante recordar que el control del pH de la muestra es fundamental para
facilitar la interpretacion de las placas; cuando el pH no es estable, vira todo el
indicador y genera una coloracion de fondo que hace dificil distinguir a las colonias
por su color.

En las pruebas preliminares, se encontré que para los productos con pH entre 5y
6, el ajuste con NaOH resulto dificil, por lo que se decidié diluir en buffer de
fosfatos 0.1M pH 7.3 la crema &cida, el queso Panela y el queso Oaxaca. El arroz
con leche tiene pH dentro del rango de 6.5 a 7.5 y es estable, por lo que se diluy6é

en SSI. En la tabla 1 se muestra el pH inicial de cada producto.

Tabla 1. pH inicial de cada producto
Producto
Queso Panela Queso Oaxaca Crema Acida Arroz con leche
pH inicial 5 5 5.7 7.2
Diluyente para | Buffer de fosfatos Buffer de Buffer de Solucién salina
el analisis pH 7.3 fosfatos pH 7.3 fosfatos pH 7.3 | isotdnica estéril

7.2 Caracterizacion microbiolégica de productos comerciales.

Se revisaron las NOM’s que aplican a cada producto analizado: crema &cida,
queso panela, queso Oaxaca y arroz con leche y se compararon los resultados
obtenidos en la caracterizacion microbioldgica, para determinar si los productos
cumplen con las especificaciones establecidas, en cuanto a los indicadores
estudiados en este trabajo. Tanto el queso panela como el Oaxaca corresponden
a quesos frescos, segun las definiciones de la NOM-121-SSA1-1994. Desde
luego, todos los productos tienen otras especificaciones respecto a patdgenos
como Staphylococcus aureus y Salmonella, que no fueron considerados en este

trabajo.
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Tabla 2. Normas aplicables para cada producto

Producto

NOM aplicable

Indicador

Limite maximo
permitido (UFC/mL o g)

Quesos frescos:

NOM-121-SSA1-1994

mesodfilos aerobios

No se considera

coliformes totales

No se considera

Panelay Oaxaca |inciso 7.3
Coliformes fecales 100 NMP/g
hongos y levaduras 500
Lacteos ferment. | NOM-185-SSA1-2002 mesofilos aerobios No se considera
y acidificados inciso 7.2.2 coliformes totales 10

Crema acida

hongos y levaduras

No se considera

Dulces a base de
leche
Arroz con leche

inciso 10.3.1

NOM-185-55A1-2002

mesofilos aerobios

No se considera

coliformes totales

10

hongos y levaduras

No se considera

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos en los analisis de los productos:

Tabla 3. Resultados caracterizacion de productos
Indicador (UFC/g producto)
Mesdfilos Coliformes
. Levaduras Hongos
aerobios totales
Producto MT PT MT PT MT PT MT PT

Queso panela 360 270 <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e
Queso Oaxaca 510 460 <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e
Crema acida <10v.e | <10v.e [ <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e
Arroz con leche | <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e [ <10v.e | <10v.e | <10v.e | <10v.e

MT= Método tradicional

PT= Método Petrifilm"™

v.e.=valor estimado

Se observa la presencia de mesofilos aerobios en ambos quesos, debido a que en

su proceso de elaboracion se utiliza leche pasteurizada y en este tratamiento no

hay una eliminacion total de los microrganismos, por lo que se debe tener un

control estricto de las condiciones de almacenamiento para evitar que estos

microorganismos crezcan y haya deterioro temprano del producto; ademas se

utilizan bacterias acido lacticas en la elaboracion del queso Oaxaca, para lograr

una acidez que permita modelar las hebras. Esto explica también la cantidad de

mesofilos aerobios en el queso Oaxaca. En coliformes totales no se obtuvo

crecimiento, por lo que puede establecerse que ambos quesos cumplen con la
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especificacion sobre coliformes fecales. Lo mismo sucede con hongos y
levaduras, ya que los resultados estdn muy por debajo del limite establecido en la

NOM. Puede decirse que ambos quesos cumplen con la normatividad.

Determinacion mesodfilos aerobios en Queso Oaxaca

Método tradicional Petrifilm ™AC

Para crema acida y arroz con leche no hay especificacion de mesdfilos ni de
hongos y levaduras. Ambos productos cumplen con la especificacién de coliformes
totales y, en general, los recuentos tan bajos en todos los grupos, indican una

calidad microbiol6gica aceptable.

Determinacion de coliformes totales crema acida.

Método tradicional Petrifilm ™ CC
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Determinacién de hongos y levaduras crema acida.

Método tradicional Petrifilm ™ yYM

Determinacion de mesofilos aerobios arroz con leche

Método tradicional Petrifilm ™ AC

Determinacion de coliformes totales en arroz con leche

Método tradicional Petrifilm ™cC
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Realizar este andlisis también fue importante para tomar en cuenta el nimero de
microorganismos con los que cuenta el producto naturalmente al verificar la
cantidad de UFC recuperadas en el producto cuando se inocula con poblaciones

conocidas, para llevar a cabo la validacion del método.

Desde luego, en todos estos analisis se corrieron controles positivos con cepas
proporcionadas por el Cepario de la Facultad de Quimica, y blancos para prueba

de esterilidad. Todos dieron los resultados esperados.

Cabe sefalar que aunque se trabajé con los tres indicadores mas importantes:
mesofilos aerobios, coliformes totales y mohos y levaduras, los resultados de
coliformes totales no fueron consistentes para ninguno de los métodos, en ninguna
de las etapas de validacion. No fue posible estandarizar la recuperacion del
in6culo conocido, lo cual puede tener otras fuentes de error, en los diluyentes,
medios y/o placas, aparte del efecto de las matrices. Se decidié no reportar los

resultados de coliformes totales porque no es posible concluir en ningun sentido.

7.3 Validacion de placas Petrifilm™

A continuacion, para cada producto, se hablara brevemente de la influencia de la
matriz en la recuperacioén de células para cada método y se explicara si hubo
diferencia significativa entre ambos métodos, determinada por la prueba
estadistica t-Student. Antes de aplicar la prueba se promediaron los duplicados de
cada muestra, se aplico el factor de dilucion y se transformaron los datos a
logaritmos. Se aplicé la prueba t-Student de dos colas y pareada con un nivel de
significancia de 5% con 29 grados de libertad, para determinar si hay diferencia
significativa entre Petriflm AC y YM y los métodos tradicionales respectivos,
descritos en las Normas Oficiales Mexicanas: NOM-092-SSA1-1994 para
mesodfilos aerobios y la NOM-111-SSA1-1994 para hongos y levaduras.
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También se examind la repetibilidad de cada método mediante diagramas de caja
que dan cuenta de la dispersion de los datos en cada método. Asi entre mas larga
la caja, mas alejados los datos, mas dispersa es la distribucion de éstos. También
se muestra qué tan alejadas se encuentran las medias de ambos métodos

(representadas por cuadros dentro de las diagramas).

Al calcular la t-Student se determina si se acepta la hipétesis nula; cuando la t
experimental en valor absoluto sea menor a la t-tablas, significa que no hay
diferencia significativa entre ambos métodos y por lo tanto se pueden usar ambos
con iguales resultados. Pero si ocurre lo contrario, que se rechace la hipétesis
nula, entonces se dice que si hay diferencia significativa y se procede a determinar
cudl de los dos métodos es mas eficiente, en funcion del porcentaje de

recuperacion de los microorganismos inoculados.

7.3.1 Queso Panela

La tabla 4 muestra los resultados obtenidos en el tratamiento estadistico.

Tabla 4. Prueba estadistica t-Student para Queso panela

Indicador t-tablas | t-experimental Resultado
Mesdfilos aerobios 2.3962 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos
Levaduras 2.045 11.9177 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos
Hongos 3.6156 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos

El andlisis estadistico de la tabla 4 muestra que la t-tablas es menor que la t-
experimental para todos los indicadores microbiol6gicos usados en este proyecto
por lo que existe diferencia significativa entre ambos métodos, a continuacién se
discutird con que meétodo se obtuvo mayor recuperacion de colonias y en queé

porcentaje.
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La tabla 5 muestra los resultados obtenidos en las 30 muestras analizadas.

Tabla 5. Resultados experimentales obtenidos para el Queso Panela
indicador Método tradicional Petrifilm ™
(UFC/9) (UFC/9)

promedio 950 730

. . control 1130 1050

mesofilos aerobios
blanco 480 320
indculo tedrico 1000-1200
promedio 9 30
control 0 40
levaduras
blanco <10v.e
indculo tedrico 40-50
promedio 220 280
control 290 270
hongos

blanco <10v.e
indculo tedrico 200-300

v.e= valor estimado

Para mesdfilos aerobios, en los controles de ambos métodos se recuperé la
cantidad esperada tedricamente, es decir la cantidad inoculada; sin embargo la
recuperacion en las treinta muestras contaminadas intencionalmente se encuentra
por debajo de lo que los controles muestran, tanto en el método tradicional como
en Petriflm™ AC. La causa de esta diferencia puede radicar en que
Staphylococcus aureus, bacteria que utilizamos para inocular las muestras, es
poco competitiva y como el queso panela presenta microbiota nativa entonces le
dificulta el desarrollo a esta bacteria. También puede ser que los microorganismos
originarios del queso produzcan sustancias, como bacteriocinas, que impida el
desarrollo de otros microorganismos, como los marcadores utilizados para este
analisis (E. coli y Staphylococcus).

Es importante recalcar que el conteo de colonias se facilita mucho por medio de
Petriflm™ AC, ya que por el método tradicional las particulas del queso pueden
ser confundidas con las colonias, en tanto que el color desarrollado debido al

indicador TTC evita esta dificultad en Petrifilm ™.
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Con respecto a la recuperacion de colonias, tedricamente debia ser la suma entre
la cantidad inoculada mas lo obtenido en los blancos (la microbiota nativa); es
decir, alrededor de 1400 a 1600 UFC/g, sin embargo los resultados por los dos
meétodos estan por debajo de lo esperado.

La recuperacién es mejor por el método tradicional (23.16%) como lo muestra el
diagrama 1 en donde se aprecia que el promedio en MT esti4 por encima del
promedio en método Petrifilm™ AC. Este resultado parece muy lgico si se piensa
que hay bacteriocinas (u otros productos de la microbiota nativa con efecto
inhibidor) puesto que dichos inhibidores se diluyen un poco en los 18-20 mL de

medio del MT y no asi en Petrifilm™.

1. Diagrama de caja de ambos métodos para

a4 Q. Panela: mesdfilos aerobios

%

T

3.2 4

3.0 4

25 _L J_

2.6

log, (UFC)/g

2.4 1

2.2+

Método Tradicional Método Petrifilm ™AC

En la determinacion de levaduras se aprecia que si hay diferencia significativa
entre los métodos y Petrifilm™ tiene una mejor recuperacién. De hecho, en el
meétodo tradicional no se logra recuperar ni siquiera el inéculo tedrico, lo que si
sucede en el control para Petrfilm™.

Esta prueba se repitié porque en la primera corrida fall6 el control de temperatura
(estuvo en 34°C) pero al repetir, con la temperatura bien controlada, la

recuperacion en Método tradicional sigue siendo escasa. Esto hace pensar que
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Petriflm™ es menos sensible a variaciones de temperatura. Otras diferencias
importantes son: la facilidad para contar las colonias en Petrifiim™ YM, ya que en
Método tradicional se confunden con las particulas de alimento; y la velocidad de
crecimiento: en Petrifilm™ YM se obtuvieron resultados a los 3 dias (como siempre
se hace) mientras que en el Método tradicional se observé crecimiento hasta el 4°

dia de incubacion.

Con respecto a hongos, si hay diferencia significativa entre ambos métodos y se
aprecia que la recuperacion es mejor en Petrifim™ (23 % mayor), lo que aunado a
la facilidad para diferenciar a las colonias de restos del alimento, lo hacen
realmente un excelente método para esta determinacion. En esta determinacion
sucedio lo mismo que en la de levaduras cuanto tuvimos un problema de control
de temperatura, y los resultados son semejantes: Petrifilm™ no se vi6 tan afectado

por la variacion en la temperatura.

2. Diagrama de caja de ambos métodos para

2.0 1
gueso Panela levaduras

1.8 *
.

1.6

1.4 %
1.2 l
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0.8

log,,(UFC)/ g

0.6

T T
Método Tradicional Método Petrifilm™YM

Al observar los diagramas 2 y 3 se puede apreciar que la media del método
Petrifilm™ YM se encuentra por encima del método tradicional recuperando en

levaduras 70.0% mas a pesar de que la dispersion de los datos es mayor. En
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hongos la recuperacion es de 23% mas que el método tradicional con muy poca
dispersién de datos; en ambos casos Petrifilm™ tuvo mejor recuperacion (datos no

mostrados) cuando la temperatura de incubacion estuvo accidentalmente por

arriba de la 6ptima para esta prueba.

3.Diagrama de cajas ambos métodos para

2.8 1
Q. Panela: hongos
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2
o
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1.6 -
1.4 4
T T
Método Tradicional Método Petrifilm™YM
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7.3.2 Queso Oaxaca

Tabla 6. Prueba estadistica t-Student para Queso Oaxaca

Indicador t-tablas [t-experimental Resultado
mesofilos aerobios 7.7611 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos
Levaduras 2.045 12.1485 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos
Hongos 7.0523 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos

Los resultados mostrados en la tabla 6 indican que si existe diferencia significativa

entre ambos métodos para todos los indicadores; a continuacion se ira detallando

brevemente el método en donde hubo mejor recuperacién y en qué porcentaje.

Tabla 7. Resultados experimentales obtenidos para el Queso Oaxaca
indicador Método tradicional | Petrifilm ™
(UFC/g) (UFC/g)
promedio 2060 1360
. control 1290 1190
mesofilos aerobios
blanco 590 550
indculo tedrico 1000-1200
promedio 40 100
control 10 80
levaduras
blanco <10v.e
indculo tedrico 70-80
promedio 130 310
control 190 290
hongos
blanco <10v.e
indculo tedrico 200-300

v.e=valor estimado

En el caso de mesdfilos aerobios, se observa en la tabla 7 que en los controles se

obtienen los resultados esperados en funcion del in6culo teorico. Sin embargo

hay que considerar que las muestras tienen cierta microbiota, que ya se habia

encontrado en el andlisis de muestras comerciales y que también se detecté en

los blancos (muestras sin inocular). El total de colonias recuperadas deberia
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esperarse que fuese la suma del blanco mas el control, es decir alrededor de 1900
UFC/g; esto se cumple en el método tradicional pero no en Petrifm™AC, donde la
recuperacion se encuentra por debajo de lo esperado. Este resultado indica que la
recuperacion es mayor en MT y también refuerza la suposicidon anterior, de que
puede haber bacteriocinas y/o competencia de la microbiota nativa, que se puede
“diluir’” en los 18 6 20 mL de agar del MT mientras que en Petrifim™ al quedar

todo el indculo y muestra en sélo 1mL, no se tiene este efecto.

4.Diagrama de caja de ambos métodos para Q. Oaxaca:
3.8 mesofilos aerobios

3.6

3.4

{3 1

3.04 x

Log,, (UFC/g)

+

T T
Método tradicional Método Petrifim™ AC

En el diagrama de cajas 4 se puede observar que existe una mayor dispersion en
los datos del método tradicional, sin embargo hay un 34% mas de recuperacion en

este método que por medio de Petrifim™AC.

Para los resultados que se obtuvieron con levaduras, observamos que el producto
no interfiere en el analisis pues en ambos casos los resultados en las muestras
inoculadas son cercanos a sus controles; sucediendo lo mismo para la

determinacién de hongos.
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5. Diagrama de cajas ambos métodos para
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Debido a que existe diferencia significativa en ambos métodos para el andlisis de
levaduras podemos observar en el diagrama 5 que la media de Petrifilm™ YM se
encuentra por encima de la media del método tradicional, lo que indica que hay
mayor recuperacion en este método; de hecho se obtienen recuperaciones hasta
de 60% mas respecto al método tradicional. Respecto a hongos sucede lo mismo,
la media de Petrifim™ YM que muestra el diagrama 6, es superior a la media del
método tradicional recuperando 58.06% mas. Ademas, presenta muy poca
dispersion en los datos. Lo anterior nos indica que el uso de placas Petrifilm™ YM
es un método confiable para llevar a cabo el analisis microbiolégico de hongos y
levaduras en este tipo de quesos. Y sigue siendo mucho mas facil contar en
Petriflm™ que en método tradicional, por el aspecto de las colonias, que no se

confunden con particulas del queso.

42



Validacion de Petrifilm™ en matrices licteas producidas en México. ltzumi S. Ramirez Lima

6. Diagrama de caja ambos métodos
para Q. Oaxaca: hongos
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7.3.3 Crema acida

Tabla 8 Prueba estadistica t-Student para Crema Acida

Indicador t-tablas | t-experimental Resultado
Meso6filos aerobios 0.821 No hay diferencia significativa entre ambos métodos
Levaduras 2.045 0.480 No hay diferencia significativa entre ambos métodos
Hongos 9.256 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos

La tabla 8 indica que no existe diferencia significativa para la determinacién de
mesofilos aerobios, entre el método tradicional y Petrifilm™ AC, por lo tanto ambos
pueden utilizarse con resultados semejantes.

Al observar los resultados de mesofilos aerobios en la tabla 9, vemos que para el
control en ambos métodos, el numero de UFC/ g es muy similar a lo esperado en
funcién del indculo tedrico (1000 a 1200 UFC/ mL). Los promedios de las 30
muestras son ligeramente superiores; dado que la microbiota nativa del producto

no parece ser la causa, segun los resultados del blanco, se atribuye a la matriz,
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pero el efecto es tan parecido en ambos métodos que la prueba estadistica no

detecta diferencia significativa.

Tabla 9 Resultados experimentales obtenidos para crema acida
indicador Método tradicional Petrifilm ™
(UFC/g) (UFC/g)
promedio 1350 1220
i control 1260 1170
mesofilos aerobios
blanco <10v.e
indculo tedrico 1000-1200
promedio 60 60
control 120 240
levaduras
blanco <10v.e
indculo tedrico 100-200
promedio 240 330
control 240 300
hongos
blanco <10v.e
indculo tedrico 200-300

v.e= valor estimado

Para el caso de levaduras, la tabla 8 muestra que no hay diferencias significativas
entre los dos métodos por lo tanto es indistinto su uso. Sin embargo la tabla 9
indica que hay una deficiente recuperacién con respecto a lo que los controles
indican por lo que la matriz puede estar interfiriendo en el método de andlisis de

este grupo.
Con respecto a hongos si existe diferencia significativa entre los dos métodos.

Como muestra la tabla 9, la recuperacion en con Petrifilm™ YM es 27.3 % mayor

gue en el método tradicional.
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7. Diagrama de caja ambos métodos para crema acida:
mesofilos aerobios
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En el diagrama 7 se aprecia que mesofilos aerobios, ambos métodos presentan
una media similar, sin embargo el método Petrifilm™ presenta mayor dispersion

que el método tradicional.

8. Diagramas de caja de ambos métodos para

2.2~ crema acida: levaduras
2.0 1 * _|_
0
1.8 4
o |
2 164 T J_
2
§ ]
1 1.4 4 *
1.2 .
1.0 T T
Método tradicional Método Petrifilm ™YM
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El diagrama de caja numero 8 para levaduras nos muestra que hay mayor
dispersién en el método Petrifilm™ YM pero que las medias de los dos métodos
son muy cercanas; no habiendo diferencias significativas, determinadas

estadisticamente, ambos métodos son confiables para su uso en el analisis de

levaduras para este producto.

9. Diagrama de caja de ambos métodos para

crema &cida: hongos
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Método tradicional Método Petrifilm™ YM

En el diagrama de cajas numero 9 estan representados los resultados obtenidos
para hongos. Se observa que hay menor dispersién en el método Petrifilm™ YM, y
que ademds tiene una mejor recuperacién en el recuento microbiano, lo que

permite obtener resultados mas seguros que por el método tradicional.
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7.3. 4 Arroz con leche

Tabla 10 Tratamiento estadistico para arroz con leche

Indicador t-tablas |t-experimental Resultado
Mesdfilos aerobios 11.2605 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos
Levaduras 2.045 11.9602 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos
Hongos 9.8832 Si hay diferencia significativa entre ambos métodos

Para este producto la tabla 10 muestra que si existe diferencia significativa en los
dos métodos de analisis, para todos los indicadores microbiologicos, ya que la t
experimental es mayor que la t de tablas. A continuacion se discutira qué método

resulta tener mejor recuperacion y en qué porcentaje.

Para el caso de mesdfilos aerobios la tabla 11 indica que los controles para ambos
métodos se encuentran dentro del rango esperado; sin embargo, aunque la
recuperacion de Petrifim™ en el control fue un poco mayor que en el MT, sucede
lo contrario en los promedios de las muestras inoculadas, sugiriendo un efecto de

la matriz y una mejor recuperacion en metodo tradicional.

Tabla 11 Resultados experimentales obtenidos para arroz con leche
indicador Método tradicional Petrifilm ™
(UFC/g) (UFC/g)
promedio 1080 700
i control 810 970
mesofilos aerobios
blanco <10v.e
indculo tedrico 800-1000
promedio 40 290
control 20 460
levaduras
blanco <10v.e
indculo tedrico 400-500
promedio 120 330
control 80 270
hongos
blanco <10v.e
indculo tedrico 200-300

v.e. = valor estimado
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Respecto a la dispersion de los datos obtenidos, el diagrama 13 muestra que hay
una dispersion similar para los dos métodos pero el promedio del método
tradicional se encuentra por encima del método Petrifilm™ AC, lo que indica que
hay mejor recuperacion para este método, del orden de 35.2% mas con respecto

Petrifilm™AC, por lo que conviene més el uso del método tradicional.

10. Diagrama de caja de ambos métodos para
32 - arroz con leche: mesofilos aerobios
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Para los resultados de levaduras se observa que el control obtenido en
Petrifim™YM (460 UFC/g producto) esta dentro del rango esperado (400-500
UFC/g) sin embargo en el producto inoculado aunque la recuperacién es menor,
puede decirse que se mantiene en el orden de magnitud. En cuanto al método
tradicional podemos ver que tanto en el control como en el producto inoculado la
recuperacion es muy escasa, de hecho se encuentra muy por debajo del inéculo
tedrico, cabe destacar que ademas el crecimiento fue muy lento; no se detectaba
casi a las 72 h (como siempre se hace) y sélo pudieron contarse a los 5 dias. Esto
también constituye una diferencia considerable en el desempefio de ambos

métodos.
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En hongos sucede lo mismo: en el método tradicional, tanto en el control como en
la matriz inoculada el nimero de UFC/g recuperadas se encuentra muy por debajo
de lo esperado; ademas de que el crecimiento en las colonias fue muy lento,
apenas empezaban a notarse al final del periodo de incubacion. Para
Petrifilm™YM, el control obtiene el niamero de UFC/g esperado, para la matriz
inoculada la recuperacion que se obtiene es muy buena, ya que los resultados son
ligeramente superiores a los que el control presenta.

Cabe destacar que en la determinacién de hongos y levaduras, Petrifilm™ YM
facilita mucho la identificacion de colonias, en comparacién con el método

tradicional.

En el diagrama 11 podemos observar que en la deteccidon de levaduras, existe
poca dispersion en Petrifim™ YM ademas de que el promedio de las muestras es
mayor que el del método tradicional; se tiene 86.21% mas de recuperacion con
Petrifim™ YM en comparacién con método tradicional, lo cual aunado a la
facilidad de identificacion de colonias en el recuento, realmente da una ventaja

importante a Petrifilm para el analisis microbiolégico en este tipo de productos.

11.Diagrama de caja de ambos métodos para

3.0 1 arroz con leche: levaduras
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En cuanto a hongos, igualmente la mejor recuperacibn se obtiene en
Petrifim™YM con 63.6% méas que en el método tradicional y con muy poca

dispersion en datos obtenidos por las 30 muestras inoculadas (Diagrama 12).

12.Diagrama de caja de ambos métodos para
2.8 1 arroz con leche: hongos
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7.4 Resumen del analisis estadistico

La tabla 12 muestra todos los resultados obtenidos para cada indicador con cada
uno de los productos analizados; también indica con cual método hubo mejor
desempefio en cuanto a la recuperacion de células inoculadas en las unidades de

prueba analizadas.

Tabla 12. Resultados para cada indicador con cada producto
Producto Indicador t-tablas | t-experimental Mejor desempefiio
Queso mesdfilos aerobios 2.3962 MT
Panela levaduras 2.045 11.918 MP
hongos 3.616 MP
ueso
8 mesofilos aerobios 7.761 MT
axaca
levaduras 2.045 12.149 MP
hongos 7.052 MP
Crema mesdfilos aerobios 0.821 No hay diferencia significativa
acida
levaduras 2.045 0.48 No hay diferencia significativa
hongos 9.256 MP
Arroz con | mesofilos aerobios 11.261 MT
leche levaduras 2.045 11.960 MP
hongos 9.883 MP

El estudio demuestra que no hay diferencias significativas entre ambos métodos,
para la determinacion de mesofilos aerobios ni para la determinacién de levaduras
en crema &cida.

En cuanto a ambos quesos y el arroz con leche si hay diferencias significativas y
el Método tradicional tiene mejor desempefio para la determinacién de mesofilos
aerobios.

Para la determinaciéon de hongos si hay diferencias significativas entre ambos
métodos; Petrifilm™ tiene mejor desempefio en las cuatro matrices estudiadas en
tanto que para levaduras resulta tener mejor desempefio Petriflm™ en queso
panela, queso Oaxaca y arroz con leche.

Para las placas Petrifilm™CC y método tradicional para coliformes totales no fue
posible hacer un analisis debido a que no hubo resultados consistentes a lo largo

del estudio.
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8. Conclusiones

Las placas Petrifilm™ constituyen un método alternativo para la deteccién de
indicadores microbiolégicos, especificamente de hongos y levaduras, en las
matrices estudiadas. Tienen mejor desempefio en la recuperacion de células
(eficiencia) y se reduce considerablemente la carga de trabajo en actividades de

preparacion de medios de cultivo.

Ademas de la diferencia estadistica, el uso de placas Petrifilm™ facilita el recuento
de colonias y permite distinguir muy bien entre éstas y las particulas de alimento,

lo que es una gran ventaja en estas matrices.

En algunos casos se requieren ajustes muy sencillos para el uso de placas
Petrifilm™, por ejemplo utilizar buffer de fosfatos como diluyente, para facilitar el
ajuste de pH que es muy importante para este método, especificamente para

mesofilos aerobios.

Respecto a determinacion de mesofilos aerobios, se recomienda hacer mas
estudios para determinar si la presencia de bacteriocinas o de productos
metabdlicos microbianos como &cido lactico, es la razén por la cual Petrifilm™ es
menos eficiente en la recuperacién de microorganismos; esta posibilidad ha sido
sugerida antes y siempre debe ser considerada en matrices que tienen procesos

fermentativos.
Los resultados obtenidos a lo largo del proyecto muestran que, efectivamente, la

matriz tiene una enorme influencia en el desempefio del método, por lo que es

importante hacer las validaciones para cada sistema o matriz alimentaria.
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Anexos

Anexo | Definiciones

Muestras pareadas: significa que los datos de ambos tratamientos se van
obteniendo por pares, de forma que cada par son datos que tienen algo en comun.

Valor critico: es el numero que se lee en tablas de la distribucién de referencia, y
se puede pensar como el nimero que separa las regiones de aceptacion y de

rechazo.

Matriz: es la muestra de alimento en la que potencialemente se encuentra el

analito.

Analito: componente medido por el método de andlisis, puede ser un

microorganismo 0 un grupo microbiano.

Anexo Il Recuento microscopico directo de esporas

Para estandarizar el cultivo de Penicillium sp. se dejo crecer al hongo durante 7
dias en un tubo que contenia agar Sabouraud, a este tubo se agregaron 10 mL de
SSI, para recolectar la mayor cantidad de esporas se raspd suavemente la
superficie del hongo con la punta de la pipeta. Esta suspension se transfirié a un
tubo de 16x150 mm con tapon de rosca y se homogeneiz6é con vortex, de esta
suspension se tomaron 50 pL que fueron colocados en un portaobjetos,
posteriormente se cubrié con un cubreobjetos con cuidado para evitar la formacion
de burbujas.

La preparacién se observo al microscopio y se contd el nUmero de esporas por
campo teniendo minimo 10 campos. Se promediaron y se obtuvo el numero de
esporas por unidad de volumen. Si es necesario se hacen diluciones conocidas de
la cosecha de esporas, para poder contar y establecer la densidad en la
suspension original.

A continuacion se ejemplifica el método de recuento microscoépico directo.
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Se tomaron 40 uL de la suspensién de esporas que se observaron al microscopio,

se contaron 10 campos del microscopio y se obtuvo lo siguiente:

campo | no. de esporas campo | no. de esporas
1 60 6 59
2 37 7 59
3 39 8 66
4 33 9 69
5 44 10 76
promedio 54

*Con un portaobjetos micrométrico graduado se obtuvo el diametro del campo del
microscopio.
Diametro del campo: 180 um
~ Radio del campo: 90 pm
Area del campo: 3.1416 x (90)?
: 2.5 x10% um?
*Largo del cubreobjetos: 1.8 cm 6 1.8 x 10* pm
*Area del cubreobjetos: (1.8 x 10%) (1.8 x 10%
: 3.24 x10% pm?
Dividimos el area del cubreobjetos entre el area del campo del microscopio para
saber cuantos campos tenemos en total en el cubreobjetos.
3.24x10® um?
2.5 x 10% pm?

Con este numero de campos podemos saber cuantas esporas tenemos en todo el

= 1.3 x10* campos

cubreobjetos, lo que corresponde a los 40 pL de la suspension de esporas:

1 campo 54 esporas

1.3 x 10* campos ——— > x=7.05 x 10° esporas
Asi tenemos que:

40 L ——> 7.05 x 10° esporas

1000 yL ———> 1.8 x 10%esporas

Se hacen las diluciones decimales necesarias para tener 25 esporas/mL.
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